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Die folgenden Angaben sind den vom An me I der oingoreichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@) Probentrager fur die MALDI-Massenspektrometrie nebst Verfahren zur Herstellung der Platten und zum 

Aufbhngen der Proben 
® Die Erfindung betrifft Probentrager fur die massen- 
spektrometrische Analyse von Biomolekulen, Verfahren 
zur Herstellung der Probentrager und Verfahren zum Be- 
laden der Probentrager mit Proben der Biomolekule aus 
vorwiegend waSrigen Losungen zusammen mit Matrix- 
substanzfurdie lonisierung derSubstanzen durch matrix- 
unterstutzte Laserdesorption (MALDI). Die Erfindung be- 
steht darin, die Oberflache der Probentrager stark flussig- 
keitsabweisend (hydrophob) zu machen, wodurch beim 
Eintrocknen der Probentropfchen zu Probenflecken eine 
Struktur der MALDI-Matrixkristalle erzwungen wird, die 
fur eine effektive lonisierung gunstig tst. Durch winzige, 
benetzungsfreundliche (hydrophile) Ankerbereiche fur 
die Probentropfchen in dieser hydrophoben Umgebung 
■ wird der Pipettiervorgang sehr erleichtert und es konnen 
a die Probenflecke auf dem Probentrager sehr genau lokali- 
siert werden. Beim Aufpipettieren von Probentropfchen 
Ziehen sich diese auch bei Jeicht ungenauer Auftragung 
auf die hydrophilen Ankerbereiche zuriick und trocknen 
dort unter Bildung eines monolitischen Kristallkonglome- 
rats ein, das gunstige Eigenschaften fur den MALDI-Pro- 
zeB besitzt. Das Verfahren kann insbesondere fur die Oli- 
gonukleotid-Analyse mit 3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA) 
als Matrix, aber auch fur andere MALD I -Pra pa rat ions lo- 
sungen von Biomolekulen verwendet werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Probentrager flir die massenspek- 
trometrische Analyse von Biomolekulen, Verfahren zur 
Herstellung der Probentrager und Verfahren zum BeLaden 
der Probentrager mil Proben der Biomolekiile aus vorwier 
gend waBrigen Losungen zusammen mit Matrixsubstanz fur 
die Ionisierung der Substanzen durch matrix-unterstiitzte 
Laserdesorplion (MALDI). 

Die Erfindung besteht darin, die Oberflache der Proben- 
trager stark flussigkeitsabweisend (hydrophob) zu machen, 
wodurch beim Eintrocknen der Probentropfchen zu Proben- 
flecken eine Struktur der MALDI-MatrixkristaUe erzwun- 
gen wird, die fur eine effektive Ionisierung giinstig ist. 
Durch winzige, benetzungsfreundliche (hydrophile) Anker- 
bereiche fur die Probentropfchen in dieser hydrophoben 
Umgebung wird der Pipettiervorgang sehr erleichtert und es 
konnen die Probenflecke auf der Probentrager sehr genau lo- 
kalisiert werden. Beim Aufpipettieren von Probentropfchen 
Ziehen sich diese auch bei leicht ungenauer Auftragung auf 
die hydrophilen Ankerbereiche zuruck und trocknen dort 
unter Bildung eines monolitischen Kristallkonglomerats ein, 
das giinstige Eigenschaften fur den MALDI-Prozefi besitzt. 
Das Verfahren kann insbesondere fur die Oligonukleotid- 
Analyse mit 3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA) als Matrix, 
aber auch fur andere MALDI-Praparationslosungen von 
Biomolekulen verwendet werden. 

Stand der Technik 

Fur die Analyse von Biomolekulen hat sich die Massen- 
spektrometrie mit Ionisierung durch matrix-unterstiitzte La- 
serdesorption und Ionisierung (MALDI) als ein Standard- 
verfahren etabliert Meist werden dazu Flugzeitmassenspek- 
trometer (TOF-MS = time-of-flight mass spectrometer) ver- 
wendet, aber auch Ionenzyklotron-Resonanzspektrometer 
(FT-ICR = Fourier-transform ion cyclotron resonance) oder 
Hochfrequenz-Quadrupol-Ionenfallenmassenspektrometer 
konnen hier eingesetzt werden. Die Biomolekiile befinden 
sich in aller Regel in waBriger Losung. Im folgenden wer- 
den die Biosubstanzen, deren Molekiile untersucht werden 
sollen, auch "Analyt" genannt. 

Unter Biomolekulen sollen hier besonders die Oligonu- 
kleotide (also das Genmaterial in seinen verschiedenen Aus- 
formungen wie DNA oder RNA) und Proteine (also die we- 
sentlichen Bausteine der lebenden Welt) verstanden werden, 
einschlieBUch ihrer besonderen Analoge und Konjugate, 
wie beispielsweise Glycoproteine oder Lipoproteins 

Die Auswahl der Matrixsubstanz fur MALDI hangt von 
der Art der Biomolekiile ab; es sind inzwischen weit iiber 
hundert verschiedene Matrixsubstanzen bekannt geworden. 
Die Matrixsubstanz hat unter anderem die Aufgabe, die Pro- 
benmolekiile moglichst einzeln festzuhalten, am Probentra- 
ger anzubinden, wahrend des Laserschusses durch Bildung 
einer Dampfwolke ohne Zerstorung der Biomolekiile und 
moglichst ohne Anlagerung der Matrixmolekiile in die Gas- 
phase zu Ubertragen, und schlieBlich dort unter Protonierung 
oder Deprotonierung zu ionisieren. Fiir diese Aufgabe hat es 
sich als giinstig erwiesen, die Analytmolekiile in irgendeiner 
Art in die zumeist kristallinen Matrices bei deren Kristalli- 
sation oder zumindest in die Grenzflachen zwischen den 
Kristallchen einzubauen. 

Fiir das Auftragen von Probe und Matrix sind eine Reihe 
verschiedener Methoden bekannt geworden. Die einfachste 
davon ist das Aufpipettieren einer Losung mit Probe und 
Matrix auf einen gereinigten, metallise hen Probentrager. 
Der Losungstropfen bildet auf der Metalloberflache eine Be- 
netzungsflache, deren GroBe in etwa dem Tropfendurchmes- 



ser entspricht und von der Hydrophilitat der Metalloberfla- 
che und den Eigenschaften des TrSpfchens abhangt, Es bil- 
det sich dabei nach dem Auftrocknen der Losung ein Pro- 
benfleck aus kleinen Matrixkristallchen in der GroBe dieser 
5 Benetzungsflache, wobei sich in der Regel aber keine 
gleichmaBige Belegung der Benetzungsflache zeigt. Die 
Kristallchen der Matrix beginnen in waBrigen Losungen in 
der Regel am Rand der Benetzung der Metallplatte mit dem 
Probentropfchen zu wachsen. Sie wachscn zum Inneren der 
Benetzungsflache hin. Haufig bilden sie strahlenartige Kri- 
stalle, wie zum Beispiel bei 5-Dihydroxybenzoesaure oder 
3-Hydroxypicolinsaure, die sich zum Inneren des Hecks hin 
von der Tragerplatte abheben. Das Zentrum des Flecks ist 
haufig leer oder mit feinen Kristallchen bedeckt, die aber 
wegen ihrer hohen Konzentration an Alkalisalzen kaum fur 
die MALDI-Ionisierung brauchbar sind. Die Beladung mit 
Analytmolekiilen ist sehr ungleichrnaBig. Diese Belegungs- 
art erfordert daher eine visuelle Betrachtung der Probentra- 
geroberflache durch ein Videomikroskop, das an alien kom- 
merziell hergestellten Massenspektrometem fur diese Art 
von Analysen zu finden ist. Ionenausbeute und Massenauf- 
losung schwanken im Probenfleck von Ort zu Ort Es ist oft 
ein muhsamer Vorgang, eine giinstige S telle des Proben- 
flecks mit guter Analytionenausbeute und guter Massenauf- 
losung zu finden, und nur Erfahrung und Ausprobieren hilft 
hier bisher weiter. 

Fur Matrixsubstanzen, die sich nur sehr schwer oder gar 
nicht in Wasser losen, wie beispielsweise a-Cyano-4-Hy- 
droxy-Zimtsaure, hat es sich als giinstig erwiesen, eine sehr 
diinne Schicht der Kristalle auf der Oberflache vor dem Auf- 
bringen der waBrigen Analytlbsungen zu erzeugen, bei- 
spielsweise durch Aufbringen einer Losung der Matrixsub- 
stanz in Azeton. Diese Art der MALDI-Belegung ist bei 
Peptiden sehr erfolgreich (O. Vorm et al., J. Am. Soc. Mass 
Spectrom., 5, (1994), 955). Die Belegung zeigt insbeson- 
dere eine ortsunabhangige Empfindlichkeit im Probenfleck, 
eine Grundvoraussetzung fur jede automatisch auszufuh- 
rende Analyse. Leider kann man diese Art der homogenen 
Preparation fiir wasserlosliche Matrices nicht anwenden, 
beispielsweise nicht fiir Oligonukleotide, fur die sich bisher 
3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA) in waBriger Losung als 
gunstigste Matrix erwiesen hat. Diese Matrix zeigt aber die 
oben beschriebenen Randeffekte in extremer Weise. 

Fur Oligonukleotide ist eine giinstige Methode des Pro- 
benauftrags bekannt geworden, die jedoch auf Siliziumchips 
beschrankt ist. Die an der Oberflache des Chips gebundenen 
Oligonukleotide werden mit einer piezobetriebenen Mikro- 
pipette mit Mikrotropfchen einer Matrixlosung (3-HPA) von 
nur einigen Hundert Picolitern beschossen, wodurch eine 
Kristallstruktur mit gleichmaBiger MALDI-Empfindlichkeit 
erzeugt wird (D. Little et al., Vortrag auf der 45. ASMS Con- 
ference on Mass Spectrometry and Allied Topics, Palm 
Springs, 2. bis 5. Juni 1997). 

Wie in Patent DE 196 28 178 beschrieben, kann man in 
Pipettenrobotem auf einem Probentrager viele Probenflek- 
ken in hoher Dichte mit Hilfe von Vielfachpipetten durch 
mehrmaligen Obertrag der Proben aus Mikrotiterplatten auf- 
tragen. Dabei hangt aber die Ortsgenauigkeit der Proben- 
flecken von der Prazision des Probenroboters ab. Die kom- 
merziell erhaltlichen Probenroboter haben aber nur eine me- 
chanische Prazision von bestenfalls 200 Mikrometern. 
Diese Auftragung fuhrt ohne besondere Praparationstechnik 
zu den oben beschriebenen unregelmaBigen Probenflecken. 

Auch die in den Patentanmeldungen DE 196 17 Oil und 
DE 196 18 032 angegebenen Verfahren der MALDI-Tech- 
nik unter Verwendung von Zellulosenitraten haben sich bis- 
her fiir wasserlosliche Matrices und insbesondere fur Oligo- 
nukleotide nicht bewahrt. 
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Aber selbst bei Aufbringen sehr kleiner Probeflecke re- 
produzierbarer Empfindlichkeit ist es ein miihsames Unter- 
fangen, die Koordinaten der Probenflecken im Massenspek- 
Lronieter allein mit massenspektrometrischen Mitteln ohne 
weitere Hilfsvorrichtungen genau festzustellen, wenn sie 5 
orlsungenau aufgebracht wurden. Gerade fur einen hohen 
Probendurchsatz ist es daher hochst wiinschenswert, die 
Orte der Probenflecken vor der Analyse moglichst genau zu 
kennen. Nur dann ist ein schnelles und automatisches Arbei- 
ten, das heiBt, ein Arbeiten ohne standige Kontrollmessun- to 
gen moglich. Besonders vorteilhaft ware ein Aufbringen der 
Probenflecke in einem prazisen Raster. 

Fur einen hohen Probendurchsatz der Analyse ist eine 
Automatisierbarkeit allcr Analysenschritte. einschlieBlich 
der Vorbereitung der Proben notwendig. Wahrend die Pro- is 
benvorbereitung in Pipettierautomaten heute schon sehr gut 
automatisch ablaufen kann, steht die Heterogenitat der 
MALDI-Praparationen mit wasserloslichen Matrices und 
das ortsungenaue Auftragen der Probenflecke einer Auto- 
matisierbarkeit der massenspektrometrischen Messung noch 20 
stark entgegen. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, einen Probentrager zu 25 
finden, der besondere Eigenschaften fiir eine Automatisier- 
barkeit der massenspektrometrischen Analyse aufweist. Es 
sollen die aufpipettierten Tropfchen der Probenlosung fur 
die MALDI-Praparation von Biomolekiilen so eintrocknen, 
dafi die erzeugten Probenflecken eine gute und vor allem re- 30 
produzierbare Ionisierungsausbeute des MALDI- Verfahrens 
ergeben. Die getrockneten Probenflecken sollen auf dem 
Probentrager in einem prazisen Raster angeordnet sein, auch 
wenn die Tropfchen mit einem wenig prazise arbeitenden 
Pipettenroboter aufgebracht werden. Es sollen Verfahren zur 35 
gunstigen Herstellung solcher Probentrager und zum Bela- 
den der Platten mit Proben gefunden werden. 

Erfindungsgedanke 

40 

Es ist der Grundgedanke der Erfindung, die Probentrager 
an ihrer Oberflache' stark fliissigkeitsabweisend fur die Pro- 
benlosung zu machen, fiir waBrige Losungen also stark hy- 
drophob. Wird auf diese Oberflache ein Probentropfchen 
aufgebracht, das Analyt und Matrix gelost enthalt, so ergibt 45 
sich iiberraschend ein vollig anderes KristalUsationsverhal- 
ten im Tropfchen, als von bisherigen Praparationen ge- 
wohnt Der auf der hydrophoben Oberflache ohne erkenn- 
bare Benetzung der Oberflache aufsitzende Tropfen zieht 
sich beim Eintrocknen stark zusammen, eventuell im Inne- 50 
ren gebildete Kristallchen werden dabei durch die Kraft der 
Oberflachenspannung auf ein rninimales Volumen zusam- 
mengeschoben. Im letzten Moment des Eintrocknens findet, 
wie unter dem Mikroskop zu beobachten ist, eine ruckartige 
Auskristallisation statt, anscheinend mit einem Fiillen der 55 
Liicken zwischen den schon gebildeten Kristallchen; es ent- 
steht dabei ein monolitischer B roc ken mit einem mikrokri- 
stallinen Gefuge im Zentrum des Bereichs, den das Tropf- 
chen eingenommen hatte, 

Dieser monolitische Brocken zeigt iiberraschenderweise 60 
eine sehr gute und von Brocken zu Brocken reproduzierbare 
Ionisierung der eingebrachten Biomolekiile, mindestens 
gleich gut wie die mit Miihe gesuchten giinstigsten S tell en 
der bisherigen Praparationen. Wahrscheinlich sind die Bio- 
molekiile in einer fur den Desorptions- und Ionisationspro- 65 
zeB sehr gunstigen Lage an den Komgrenzen der mikrokri- 
stallinen Gefugestruktur eingebetteL 

Aus einem Tropfchen von 500 Nanoliter Volumen, das ei- 
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nen Durchmesser von einem Millimeter hat, wird ein klei- 
ner, flacher Block von etwa 200 Mikrometer Durchmesser. 
Dieser Durchmesser entspricht etwa dem der ublicherweise 
benutzten Fokusflachen des LaserUchtstrahles. Der monoli- 
tische Brocken ist auf der hydrophoben Unterlage festge- 
klebt, jedoch ist diese Bindung nicht sehr fest. Die einge- 
setzte Probenmenge kann ohne EinbuBen an Signal stark re- 
duziert werden. Eine klassische Preparation auf hydrophilen 
Flachen wiirde hier einen Fleckdurchmesser von mindestens 
einem Millimeter ergeben. 

Es ist allerdings schwierig, die Tropfchen mit einer Pi- 
pette auf die hydrophobe Oberflache aufzupipettieren. Das 
Tropfchen hat die Tendenz, an der Pipettenspitze kleben zu 
bleiben, obwohl die Pipettenspitze in der Regel ebenfalls 
aus einem hydrophoben Material besteht. Ein gezieltes Ab- 
lagern des Tropfchens auf der Oberflache gelingt kaum. 

Es ist daher ein weiterer Grundgedanke der Erfindung, die 
Oberflache des Probentragers im gewiinschten Raster der 
Probenflecke rnit winzig kleinen, benetzungsfreundlichen 
(hydrophilen) Ankerbereichen fiir die Probentropfchen zu 
versehen. per Durchmesser dieser Ankerbereiche soil etwa 
ein Zehntel des Durchmessers der aufpipettierten Tropfchen 
messen, ein gunstiger Bereich liegt zwischen einem Viertel 
und einem Zwanzigstel des Durchmessers der aufzubringen- 
den Probentropfchen. Die aufpipettierten Tropfchen mit ge- 
losten Analytmolekiilen hangen sich an diese winzigen An- 
kerbereiche an. Die Pipette laBt sich abheben, ohne das 
Tropfchen wieder mitzunehmen. Selbst bei leicht seitlich 
verrutschtem Aufbringen der Pipetten steht das Tropfchen 
nach dem Losen von der Pipette als Kugel exakt iiber dem 
hydrophilen Ankerbereich und trocknet dort zu dem mono- 
litischen Mikrokristallkonglomerat ein. Es mu8 dabei nur 
durch leichtes Aufpressen der Tropfchen eine Uberlappung 
der aufgebrachten Tropfchen mit den hydrophilen Ankerbe- 
reichen gegeben sein. Die hydrophilen Ankerbereiche soli- 
ten kleiner sein, als es dem Durchmesser der schlieBlich ge- 
bildeten Kristallkonglomerate entspricht. Es ist ein weiterer 
Vorteil dieser hydrophilen Ankerbereiche, daB dort die Kri- 
stallkonglomerate recht fest an die Oberflache des Proben- 
tragers binden. 

Insgesamt wird durch die reproduzierbare Ionenausbeute 
und hohe Empfindlichkeit, durch die Ortsprazision der Pro- 
benaufbringung und durch die festsitzenden Probenflecke 
eine Automatisierbarkeit der Analyse erreichtBeschreibung 
der Bilder 

Fig. 1 zeigt eine Folge a, b und c von schematise hen Dar- 
stellungen zum Aufbringen der Probentropfchen (3) auf den 
Probentrager (1) aus den Pipetten spitzen (4) einer Vielfach- 
pipette (5) mit nachfolgendem Eintrocknen. 

(a) Die Pipetten haben die Losungstrdpfchen (3) aus 
ihrer Spitze (4) ausgedriickt, die Tropfchen (3) sind 
zwischen Pipettenspitzen (4) und Probentrager (1) 
plattgedriickt Dadurch erreichen die Tropfchen ihre 
hydrophilen Ankerbereiche (2), auch wenn die Pipet- 
tenspitzen (4) nicht genau iiber dem Ankerbereich (2) 
stehen, und benetzen dort den Probentrager (1). 

(b) Die Pipettenspitzen (4) sind abgehoben, die Tropf- 
chen (3) haben die Form einer Kugel angenommen und 
stehen genau iiber ihren hydrophilen Ankerbereichen 
(2). 

(c) Die Probentropfchen sind eingetrocknet und hin- 
terlassen kleine, monolitische Blocke (6) genauer Orts- 
ausrichtung mit mikrokristallinem Gefuge auf dem 
Probentrager (1). 
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Besonders giinstige Ausfiihrungsformen 

Es soil hier unter einer "hydrophoben" Oberflache eine 
benetzungsfeindliche und fliissigkeitsabweisende Oberfla- 
che fur die benutzlc Probenflussigkeit verstanden werden, 5 
auch wenn es sich dabei (ausnahmsweise) nicht urn eine 
waBrige Probenlosung handeln sollte. Im Falle einer oligen 
Probenlosung soil es sich also entsprechend urn eine lipo- 
phobe Oberflache handeln. In der Regel losen sich jedoch 
die Biomolekule am besten in Wasser, manchmal unter Zug- 10 
abe von organischen, wasserloslichen Losung smitteln. 

Entsprechend soil unter einer "hydrophilen" Flache eine 
benetzungsfreundliche Flache fur die Art der benutzten Pro- 
benflussigkeit gemeint sein, auch wenn es sich dabei nicht 
urn eine waBrige Losung handeln sollte. 15 

Die Hydrophobizitat kann im Prinzip aus dem Anstell- 
winkel ermittelt werden, den die Fliissigkeit unter normier- 
ten Bedingungen am Rande der Benetzungsflache mit der 
festen Oberflache ausbildet. Fiir Tropfchen auf einer stark 
hydrophoben Oberflache gibt es aber den Fall, daB sich 20 
uberhaupt keine Benetzungsflache ausbildet und es daher 
auch keinen Anstellwinkel gibt, wie es zum Beispiel fiir 
Quecksilbertropfchen auf einer Glas- oder Holzplatte zu fin- 
den ist. 

Die Oberfl achen bisher verwendeter metalli scher Proben- 25 
trager sind in der Regel von Natur aus leicht hydrophil ge- 
geniiber den waBrigen Probenlosungen, ein Probentropf- 
chen flieBt normallerweise etwas auseinander. Die Hydro- 
philitat wird durch die Hydroxygruppen erzeugt die sich un- 
ter der Einwirkung von feuchter Luft auf jedem Metall 30 
(selbst auf Edelmetallen) bilden. 

Um hydrophobe Oberflachen der Probentrager zu erhal- 
ten, kann die ganze Probentrager aus einem hydrophoben 
Material gefertigt werden, beispielsweise aus Teflon®, das 
iibrigens sowohl hydrophob wie auch lipophob ist. Es ist 35 
aber dann dafur zu sorgen, daB die Oberflache (beispiels- 
weise durch Eihlagerung von Graphit) elektrisch leitend 
wird, da der MALDI-ProzeB fur die gleichmaBige Beschleu- 
nigung der gebildeten Ionen einerseits ein homogenes elek- 
trisches Feld und andererseits eine Ableitung von Ladungen 40 
braucht, deren Poiaritat zu der der gebildeten Ionen entge- 
gengesetzt ist. Auch eine reine Oraphitoberflache ist sehr 
hydrophob. 

Es ist aus Griinden einfacher Herstellung durchaus 
zweckmaBig, bei Proben tragern aus Metall oder metalli- 45 
siertem Kunststoff zu bleiben, jedoch die Oberflache hydro- 
phob zu machen. Das kann beispielsweise durch einen 
hauchdiinnen, hydrophoben Lack geschehen, oder aber 
durch Aufkleben einer dunnen, hydrophoben Folie, bei- 
spielsweise aus Teflon®. Noch zweckmaBiger ist es aber, die 50 
Metalloberflache durch eine monomolekulare, chemische 
Veranderung hydrophob zu machen, da dann eine gewisse 
elektrische Leitfahigkeit, wenn auch hochohmig, erhalten 
bleibt 

Eine solche Hydrophobisierung einer Metalloberflache ist 55 
an sich bekannt. Dazu werden in der Regel langere Alkan- 
ketten (beispielsweise lineare Qg-Ketten) iiber eine Schwe- 
felbriicke kovalent an die Atome der Metalloberflache ge- 
bunden. Diese Bindung ist auBerordentlich fest, sie kann mit 
normalen Mitteln nicht abgewaschen werden. Sie halt einer- 60 
jahrelangen Bewetterung stand. Noch hydrophobere Ober- 
flachen werden erhalten, wenn die Wasserstoffatorne an den 
Enden der Alkanketten durch Fluoratome ersetzt werden. Es 
gibt jedoch viele andere, aquivalente Methoden der Hydro- 
phobisierung, zum Beispiel unter Verwendung von Siliko- 65 
nen, Alkylchlorsilanen oder zinnorganischen Verbindungen. 

Der Vorteil einer so praparierten Oberflache liegt auch 
darin, daB Metall- und Alkaliionen nicht mehr durch die in 
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der Regel sauren Matrixlosungen von der Metalloberflache 
abgel&st werden und sich beim MALDI-ProzeB als Addukte 
an die Biomolekiilionen anlagern konnen. 

Die Herstellung einer dichten Schicht von solchen Alkan- 
ketten auf der Metalloberflache ist im Prinzip sehr einfach. 
Es werden dazu die entsprechenden Alkanthiole (Alkanhy- 
drogensulfide) zunachst im Methanol gelost. Die Metallplat- 
ten werden dann senkrecht in ein Wasserbad getaucht. Gibt 
man nun einen Tropfen der methanolischen Losung der Al- 
kanthiole ins Wasser, so sammeln sich die Alkanthiole in ge- 
ordneter Formation an der Oberflache des Wassers. Alle 
Molekiile sind in sehr enger Anordnung parallel ausgerich- 
tet. Die hydrophoben Alkanenden befinden sich an der 
Oberflache des Wasserbades, die hydrophilen Thiolgruppen 
weisen ins Innere des Wassers. Zieht man nun die Metall- 
platte vorsichtig aus dem Wasser heraus, so wandert die ge- 
schlossene Formation der Alkanthiole an die Oberflache der 
Metallplatte und geht dort unter Wahrung der parallelen Ori- 
entierung eine kovalente Bindung der Einzelmolekiile mit 
Metallatomen der Oberflache unter Bildung von Metallthio- 
laten ein. Die Belegung ist auBerordentlich dicht. 

Die hydrophilen Ankerbereiche fur die Probentropfchen 
konnen auf vielerlei Weise erzeugt werden. Ein Beispiel ist 
das Abdecken der gewunschten Ankerbereiche vor der Hy- 
drophobisierung mit einem abwaschbaren oder hydrophilen 
Lack. Um genugend kleine Punkte zu erhalten, kann der 
Decklack in Form kleinster Tropfchen mit einer piezobetrie- 
benen Tropfchenpipette nach Art der Tintenstrahl-Drucker 
aufgeschossen werden. Es ist damit eine auBerordentiich 
gute Ortsprazion der Lackpunkte erreichbar. Nach der Hy- 
drophobisierung konnen die Lackpunkte einfach abgewa- 
schen werden, sofern sie nicht schon als solche genugend 
gute hydrophile Anker bilden. Die gewaschenen Ankerbe- 
reiche konnen auch mit besonderen Hydrophilisierungs mit- 
teln besonders hydrophil gemacht werden. 

Es konnen solche hydrophilen Lacktropfchen aber auch 
nachtraglich auf der hydrophoben Oberflache aufgedruckt 
werden. Dazu eignen sich besonders amphiphile Substan- 
zen, die auf der hydrophoben Oberflache binden und eine 
hydrophile Oberflache bilden. 

Die hydrophilen Ankerbereiche konnen aber auch in sehr 
einfacher Weise durch ZerstSrung der hydrophoben Schicht 
erzeugt werden. Das kann durch Aufdrucken (beipielsweise 
wieder nach Art der Tmtenstrahl-Drucker) von chemisch 
verandernden oder enzymatisch abbauenden Substanzlosun- 
gen geschehen, durch Zerstoren mit gliihenden Brennspit- 
zen, aber auch durch Ablation von Oberflachenmaterial, bei- 
spielsweise durch Funkenerosion oder LaserbeschuB. 

Bei langer Lagerung konnen sich die hydrophilen Anker- 
bereiche leicht mit hydrophoben Molekiilen aus der Umge- 
bungsluft belegen. Es kann daher zweckmaBig sein, die hy- 
drophilen Ankerbereiche bereits kurz nach ihrer Herstellung 
mit einer diinnen Kristallschicht aus der MALDI-Matrix- 
substanz zu belegen. Dazu kann die Oberflache der metalli- 
schen Probentrager kurzzeitg in eine verdunnte L6sung der 
Matrixsubstanz eingetaucht werden. Nach dem Herau she- 
ben bleibt in jeder hydrophilen Ankerbereich ein genau do- 
siertes Tropfchen zuriick. Das Eintrocknen dieser Tropfchen 
ergibt die erwiinschten Kristallschichten. 

Die Probentropfchen werden normalerweise mit Pipetten 
auf den Probentrager aufgebracht, wie schematisch in Fig. 1 
gezeigt Fiir das gleichzeitige Aufbringen vieler Proben- 
tropfchen aus Mikrotiterplatten werden Vielfachpipetten 
verwendet, die von Pipettenrobotern in Pipettenautomaten 
bewegt werden. Es ist daher giinstig, Probentrager in der 
GroBe von Mikrotiterplatten zu verwenden und das Raster 
der hydrophilen Ankerbereichen an das Raster der Mikroti- 
terplatten anzupassen. Es ist weiterhin giinstig, wenn die 
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Probentrager auch die Form von Mikrotiterplatten haben, da 
sie dann von den handelsiiblichen Pipettenrobotern bearbei- 
tet werden konnen. Da auf dem Probentrager eine wesent- 
lich hohere Probendichte erreicht werden kann, als es in Mi- 
krotiterplatten moglich ist, kann das Raster auf dem Proben- 
trager vie! feiner sein, als es dem Raster der Mikrotiterplatte 
entspricht Es kann bei spiels weise durch Teilung des Rasters 
der Mikrotiterplatten erhalten werden. Es konnen dann auf 
einen Probentrager die Proben aus mehreren Mikrotiterplat- 
ten aufgebracht werden. Das Grundraster der Ur-Mikrou ter- 
platte besteht aus 96 kleinen GefaBen im Raster von 9 Milli- 
metem in einer Anordnung von 8 Reihen mal 12 Spalten. 
Die Mikrotiterplatten sind aber ohne Veranderung ihrer 
GroBe weiterentwickelt worden, moderne Ausfuhrungsfor- 
men zeigen 384 odersogar 1536 MikrogefaBe im Raster von 
4,5 und 2,25 Millimetem. 

Die horizontale Ortsgenauigkeit fur die Positionierung 
der Vielfachpipetten iiber dem horizontal liegenden Proben- 
trager ist auf etwa 200.Mikrometer beschrankt. Die vertikale 
Ortsgenauigkeit kann leicht durch seitliche Auflageflachen 
der Vielfachpipetten und Anschlagsbolzen auf etwa 50 Mi- 
krometer verbessert werden. 

Die Aufgabe der Tropfchen erfolgt zweckmaBigerweise, 
wenn sich die Vielfachpipette im Abstand von 500 Mikro- 
meter iiber dem Probentrager befindet. Es werden etwa 500 
Nanoliter der Probenlosung aus jeder Pipettenspitze der 
Vielfachpipette auf den Probentrager pipettiert, wie schema- 
tisch in Fig. 1 gezeigt Gewohnlich ist die Menge der Pro- 
benlosung in der Pipettenspitze durch ein Gasblaschen ab- 
geschlossen, daher ist im Kanal der Pipettenspitze anschlie- 
Bend keine Losung mehr vorbanden und die Kontaktkrafte 
zur hydrophoben Pipettenspitze sind sehr gering. 

Die Tropfchen, die im entspannten Zustand Kugeln mit 
einem Durchmesser von einem Millimeter Durchmesser bil- 
den, sind jetzt zwischen der Pipettenspitze und dem Proben- 
trager zusamrnengedriickt, wie aus Fig. la ersichtlich. 
Selbst bei einer horizontalen Fehljusuerung der Pipetten- 
spitzen konnen die Tropfchen ihren jeweils zugeordneten 
hydrophilen Ankerbereich erreichen und sich dort festset- 
zen. Beim Abheben der Vielfachpipette werden die Tropf- 
chen auf dem Probentrager verbleiben, da sie dort ihre An- 
ker gefunden haben. Sie stellen sich genau iiber die Anker- 
bereiche und nehmen ihre ideal runde Gestalt an, wie in Fig. 
lb dargestellt Beim Eintrocknen hinterlassen die Tropfchen 
die Kristallkonglomerate mit den Probenmolekiilen exakt 
auf den hydrophilen Ankerbereichen, wie in Fig. lc sche- 
matisch zu sehen ist. Die brockenfbrmigen MALDI-Prapa- 
rate haben daher wie gewiinscht eine exakte Positionierung 
an vorbekannten Stellen, ihre GrGBe entspricht den Fokus- 
flachen der Laserstrahlen. Sie bieten auBerdem eine hohe 
Ausbeute an Analytionen, und sind somit in idealer Weise 
fur eine automatisch erfolgende Analyse vorbereiteL 

Naturlich konnen die Tropfchen auch manuell aufge- 
bracht werden, wie es iiberhaupt viele Verwendungsmfig- 
lichkeiten fur die hier dargestellten Probentrager gibt, wie es 
jedem Fachmann auf diesem Gebiet nach diesen Ausftihrun- 
gen einleuchtend sein wird. 

Aus Natur und Zielsetzung des Trocknungsvorgangs 
folgt, daB bestimmte Zusarnmensetzungen der Probenlo- 
sung zu vermeiden sind. So ist eine Beimengung von Tensi- 
den oder Detergenzien schadlich, weil dadurch eine Benet- 
zung der hydrophoben Oberflache stattfinden kann. Auch 
eine Beimengung von solchen organischen Losemitteln, die 
eine Benetzung hervorrufen, ist zu vermeiden. Auch hier ist 
es jedem Fachmann nach diesen Ausfuhrungen verstand- 
lich, wie er das Verfahren der Proben vorbereitung und des 
Aufpipettierens vorzunehmen hat, um eine fehlerhafte Pro- 
benaufgabe zu vermeiden. 



Sowohl hydrophobe wie auch hydrophile Oberflachen 
konnen bei langer Lagerung in Urngebungsluft ihre Benet- 
zungseigenschaften durch Belegung der Oberflachen mit 
Verunreinigungen aus der Luft andern. Es ist daher zweck- 
5 maBig, die gut praparierten Probentrager im Vakuum oder 
unter Schutzgas zu lagern. 

Patentanspriiche 

1 . Probentrager fur die massenspektrometrische Ana- 
lyse von Biomolekiilen mit Ionisierung durch matrix - 
unterstutzte Laserdesorption (MALDI), dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Flache fiir das Auftragen der 
Proben gegeniiber der Probenldsung stark flussigkeits- 
abweisend (hydrophob) ist. 

2. Probentrager nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich auf der sonst geschlossen hydropho- 
ben Oberflache winzige benetzungsfreundliche (hydro- 
phile) Ankerbereiche fur die aufzubringenden Proben- 
tropfchen befinden. 

3. Probentrager nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die hydrophilen Ankerbereiche einen 
Durchmesser haben, der etwa zwischen einem Viertel 
und einem Zwanzigstel des Durchmessers der aufzu- 
bringenden Probentropfchen liegt 

4. Probentrager nach einem der Anspruche 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophilen Anker- 
bereiche ein Raster bilden, das dem Grundraster einer 
Mikrotiterplatte (9 Millimeter) oder einem daraus 
durch Teilung entstandenen feineren Raster entspricht 

5. Probentrager nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB er GroBe 
und Form einer Mikrotiterplatte hat 

6. Probentrager nach einem der vorhergehenden An- 
spruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB er aus ei- 
nem hydrophoben Grundmaterial besteht 

7. Verfahren zur Herstellung eines Probentragers nach 
einem der Anspruche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Probentrager aus elektrisch leitfahigem Mate- 
rial hergestellt, daB danach die Oberflache hydrophob 
gemacht wird und daB dann die hydrophilen Ankerbe- 
reiche erzeugt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Hydrophobic durch eine chemische Veran- 
derung der Oberflache, durch einen lackartigen Film, 
durch Aufbringen eines Polymers oder durch eine auf- 
geklebte dOnne Folie erzeugt wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 7 oder 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die hydrophilen Ankerbe- 
reiche durch Aufdrucken erzeugt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 oder 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die hydrophilen Ankerbe- 
reiche durch Zerstoren der Hydrophobic der Oberfla- 
che erzeugt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hydrophobic der Oberflache in den 
Ankerbereichen durch chemischen oder enzymatischen 
Abbau, durch Brennstempel, Funkenerosion oder La- 
serablation zerstdrt wird. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Probentragers 
nach einem der Anspruche 2 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probentrager aus elektrisch leitfahi- 
gem Material hergestellt, daB danach die spater hydro- 
philen Ankerbereiche durch Aufdrucken eines ab- 
waschbaren oder bereits hydrophilen Decklackes vor 
Hydrophobisierung der Oberflache erzeugt und daB 
dann die restliche Oberflache hydrophob gemacht 
wird. 
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13. Verfahren zum Aufbringen von Probentropfchen 
auf die horizontale Oberflache eines Probentragers 
nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Probentropfchen mit einer hydropho- 
ben Pipeuenspitze aufgebracht wird, die sich in einem 
so geringen Abstand ttber der Oberflache des Probenr 
tragers befindet, daB das Probentropfchen zwischen Pi- 
pettenspitze und Probentrager plattgedriickt wird und 
so auch bei auch leichter vertikaler Fehljustierung der 
Pipettenspitze den zugeordneten hydrophilen Ankerbe- 
reich beriihrt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mit einer Vielfachpipette viele Proben- 
tropfchen gleichzeitig auf die Oberflache der Proben- 
trager aufgetragen werden. 
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